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Avaliação do efeito da hipotermia por crioimersão corporal, nos neutrófilos e
linfócitos sanguíneos de ratos submetidos ao exercício físico agudo
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O estresse sistêmico induzido pelo exercício libera substâncias bioativas determinantes
da mobilização neutrofílica. A crioterapia diminui a reação inflamatória e atenua a
elevação da perfusão sanguínea induzida pelo exercício. O objetivo deste trabalho foi
analisar a influência da hipotermia decorrente da crioimersão corporal (CIC) imedia-
ta ao esforço físico agudo nas concentrações neutrofílicas e linfocíticas no sangue. Os
ratos do grupo controle (AI) foram mantidos em repouso enquanto os do grupo AII
foram submetidos ao protocolo de CIC a 10ºC por 10 minutos. Enquanto os animais
dos grupos BI, BII, BIII e BIV realizaram o esforço físico agudo (EFA) em água a 31ºC
durante 100 minutos com sobrecarga corpórea de 5% do peso corporal, os dos grupos
CI, CII, CIII e CIV foram submetidos ao EFA seguido imediatamente de CIC. Nos
grupos B e C, os animais foram sacrificados nos períodos de 06 (I), 12 (II), 24 (III) e
48 (IV) horas posteriores ao EFA. Através da microscopia óptica realizou-se a conta-
gem dos neutrófilos e linfócitos. Utilizou-se do Teste T  Student para análise estatística
considerando-se nível de significância p ≤  0,05. Observou-se uma significativa neutrofilia
nos grupos AII, BI, BII, BIII, BIV, CI, CII e CIII em relação a AI, diferentemente do
grupo CIV, que apresentou quantidade de neutrófilos igual ao grupo controle. Os
valores de linfócitos nos grupos BII, BIII, BIV, CI e CII foram significativamente
menores do que AI, e nos grupos AII, BI, CIII e CIV foram iguais a AI.  A neutrofilia e
a linfopenia posteriores ao intenso exercício agudo são mantidas por 48 horas ou mais,
porém, mediante a aplicação da crioimersão corporal imediata ao exercício, são
normalizadas em  24 horas.  Rev. Bras. Hematol. Hemoter. 2008;30(6):470-474.
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Introdução
O estresse sistêmico induzido experimentalmente pelo
esforço físico repetitivo libera substâncias bioativas que de-
terminam a mobilização neutrofílica e a capacidade funcio-
nal, podendo atingir órgãos susceptíveis a partir das lesões
teciduais.1 A realização do esforço físico pode produzir trau-
ma muscular e esquelético seguidos da reação inflamatória
local, porém, com a repetição do estímulo estressor, a infla-
mação local pode generalizar-se na síndrome da resposta
inflamatória sistêmica (SIRS).2,3 Em humanos, os sinais e
sintomas indicativos da presença da Síndrome da Resposta
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Inflamatória Sistêmica são: temperatura corporal excedente a
38ºC; frequência cardíaca superior a 90 batimentos por minu-
tos; frequência respiratória superior a 20 incursões por mi-
nuto; contagem de leucócitos superior a 12.000 células/µl;
neutrófilos imaturos em quantidade superior a 10%.1
O aumento no número de leucócitos no sangue comu-
mente mediante a agressão, pode ocorrer em até duas ou três
vezes a mais o valor normal, após um minuto de exercício
extremamente intenso, ou após uma injeção de noradre–nalina.
Aproximadamente uma hora após o esforço físico, a neu-
trofilia fisiológica volta ao normal, devido ao fato de que a
maior parte dos leucócitos está novamente aderida à parede
dos vasos, reduzindo-se a magnitude do compartimento
leucocitário central ou circulante.2 A aplicação de água gela-
da pelo período de 10 minutos mostra-se efetiva, sob uma
temperatura entre 10º a 15ºC, podendo-se sustentar a redu-
ção térmica local sem comprometer a pele,4 além de estabele-
cer um decréscimo da reação inflamatória em situações expe-
rimentais.5 Através da comparação das imagens entre os
dorsiflexores não submetidos à aplicação de bolsa de gelo
com aqueles em que se aplicou tal procedimento após a rea-
lização do esforço físico de dorsiflexão, observou-se que o
resfriamento atenua a elevação da perfusão induzida pelo
esforço físico.6
Partindo-se do preceito de que a realização de um es-
forço físico exaustivo pode predispor o organismo a um qua-
dro de neutrofilia associada a linfopenia, é provável que a
imersão em água gelada  imediatamente após a realização do
referido esforço físico exaustivo por um determinado tempo
possa interferir nas respostas neutrofílica e linfocítica. Obje-
tivo: Analisar a influência da hipotermia decorrente da
crioimersão corporal (CIC) imediata ao esforço físico agudo,
nas concentrações sanguíneas de neutrófilos e de linfócitos.
Material e Método
O presente estudo foi realizado mediante a
sua prévia aprovação pelo Comitê de Ética em
Pesquisa (CEP) da Universidade de Franca,
protocolada com o número 004/06 em 16/08/2006.
Foram utilizados 50 ratos machos da linhagem
Wistar, pesando 300 gramas em média. Os ani-
mais foram distribuídos aleatoriamente, cinco a
cinco, nos grupos controle AI e AII; de exercício
BI, BII, BIII e BIV; de exercício seguido de
crioimersão CI, CII, CIII e CIV. Enquanto os ani-
mais do AI foram mantidos em repouso sob tem-
peratura ambiente (TºA), os do grupo AII foram
submetidos à crioimersão corporal (CIC).  Os ra-
tos do grupo B foram submetidos ao EFA e em
seguida mantidos em repouso à temperatura
ambiente até o momento do sacrifício para a co-
leta de sangue que ocorreu 06 (BI), 12 (BII), 24
(BIII) e 48 (BIV) horas após o exercício físico.
Os dos grupos C foram submetidos ao EFA, seguido imedia-
tamente da CIC e sacrificados nos diferentes períodos poste-
riores ao EFA, da mesma forma que os animais dos grupos B.
Crioimersão corporal (CIC): Os animais foram indivi-
dualmente imersos na água até a região axilar, em um recipi-
ente cilíndrico de plástico, com 15 cm de diâmetro por 30 cm
de altura. A referida imersão ocorreu durante 10 minutos con-
tínuos, sendo que a água utilizada foi mantida constante-
mente na temperatura de 10ºC.
Esforço físico agudo: O EFA do tipo natação foi reali-
zado em tanque apropriado com água a 31ºC com duração de
100 minutos, sob uma intensidade relativa à sobrecarga
corpórea equivalente a 5% do peso corporal, de acordo com
protocolo utilizado em outros estudos.7,30,31
Coleta e análise de material biológico: Ao final do
período experimental foram coletadas amostras de sangue
por punção cardíaca, com os animais sob efeito anestésico
decorrente da associação de 0,5 ml de ketamina (Pfizer do
Brasil Ltda, SP, Brasil) a 0,1 ml de xilasina (Bayer do Brasil
Ltda, SP, Brasil). Para a análise das concentrações de leucó-
citos foi utilizada uma pipeta para separação de sangue total
diluído em solução de Turk, agitando-se por três minutos.  A
solução era gotejada na câmara de Neubauer para a conta-
gem de leucócitos totais, utilizando-se de um microscópio
óptico.  Para a contagem diferenciada dos leucócitos foram
confeccionadas  lâminas de esfregaço sanguíneo corado com
Leishman.8
Análise Estatística: Todos os valores obtidos foram
tratados estatisticamente na obtenção de médias pondera-
das, com os valores de Erro Padrão da Média conhecidos, e
a significância da diferença avaliada através do Test de
Student, onde o nível de significância (*) considerado foi de
p ≤ 0,05.
Bachur JA et al                                                                                                                       Rev. Bras. Hematol. Hemoter. 2008;30(6):470-474
472
Rev. Bras. Hematol. Hemoter. 2008;30(6):470-474                                                                                                                    Bachur JA et al
Resultados
De acordo com os dados da Tabela 1, em relação à
concentração de neutrófilos do grupo controle (AI), ocor-
reu um significativo aumento de neutrófilos nos animais
submetidos apenas à crioimersão (AII), assim como naque-
les animais submetidos ao esforço físico agudo intenso
desde as seis primeiras horas (BI) até 48 horas (BIV) poste-
riores. Porém, o aumento de neutrófilos nos animais subme-
tidos ao esforço físico agudo seguido de crioimersão cor-
poral foi mantido desde as seis primeiras horas (CI) até 24
horas (CIII), normalizando-se em 48 horas (CIV), diferente-
mente daqueles animais não submetidos à crioimersão pós-
esforço físico agudo intenso, nos quais a neutrofilia é
mantida por até 48 horas ou mais. Comparativamente com a
concentração linfocítica dos animais do grupo controle (AI),
a significativa redução desta células nos animais submeti-
dos ao esforço físico agudo intenso (grupos B) ocorre ini-
cialmente com 12 horas e é mantida até 48 horas após a
realização do referido esforço. Nos animais submetidos ao
esforço físico agudo intenso seguido de crioimersão cor-
poral (grupos C) observa-se uma significativa redução
linfocítica da 6ª hora (CI) até a 12ª hora (CII), retornando
aos valores normais em 24 horas e mantendo-se dentro da
normalidade.
Discussão
O exercício físico gera um desvio do estado de home-
ostase orgânica, levando à reorganização da resposta de di-
versos sistemas, dentre eles o sistema imune, sendo que esta
resposta imune deverá ser proporcional à dimensão do estí-
mulo recebido.9 Ao considerarmos a relação entre intensida-
de-duração-frequência, várias formas de atividade física es-
tão associadas à elevação de alguns marcadores inflamató–
rios, tais como a Proteína C reativa e os níveis das células
leucocitárias.10 Isto porque substâncias bioativas liberadas
mediante o estresse sistêmico induzido experimentalmente
pelo esforço físico repetitivo são capazes de determinar a
mobilização neutrofílica.1 Os mecanismos que modulam a res-
posta imune ao exercício podem ser divididos em três gru-
pos: hormonais,11,12 metabólicos13 e mecânicos.14
Dentre os fatores metabólicos e mecânicos devemos
citar a glutamina, que é um aminoácido fundamental no me-
tabolismo das células musculares e do sistema imune,13 a
hipóxia, hipertermia12 e, finalmente, a lesão muscular gera-
dora do processo inflamatório localizado.14 Dentre os prin-
cipais hormônios que atuam no sistema imune durante o
exercício estão as catecolaminas (epinefrina), o cortisol,
hormônio do crescimento (GH) e os peptídeos opióides
(endorfinas).15 Alterações nas concentrações dos hor–
mônios catecolamínicos e do cortisol16 levam a uma redis-
tribuição dos leucócitos, caracterizando um efeito imunos-
supressor.17
O esforço físico de alta intensidade é geralmente acom-
panhado por alguns sintomas, como: fadiga, distúrbios do
sono, perda de peso, dores de cabeça,16 além de promover
modificações na concentração, proporção e funções das cé-
lulas brancas do sangue, especialmente nos leucócitos
polimorfonucleares, nas células NK e nos linfócitos.18 Por-
tanto, o esforço físico de alta intensidade pode causar lesão
tecidual associada à liberação de mediadores químicos da
inflamação, elevação da produção dos hormônios do
estresse, alterações  na quantidade e função das várias célu-
las circulantes do sistema imunológico, como a mobilização e
ativação dos leucócitos, além da elevação da produção de
radicais livres, provocando o estabelecimento do estresse
oxidativo.19,20 Indivíduos sedentários submetidos a três dife-
rentes modelos de esforço físico, ambos com duração de 120
minutos sob uma intensidade relativa a 60% do consumo
máximo de oxigênio (VO2 máx), apresentaram leucocitose (com
aumento de neutrófilos e monócitos) por três horas após
esforço físico.21
A resposta dos neutrófilos polimorfonucleares a uma
sessão única de exercício está na dependência da intensi-
dade deste. A neutrofilia imediata ao exercício é decorrente
da desmarginação provocada por alterações hemodinâmicas,
como a elevação do débito cardíaco, associada à ação de
catecolaminas.21,22 Estes dois aspectos movimentam os
polimorfonucleares ao longo dos vasos sanguíneos, inclu-
indo os neutrófilos, que estão geralmente marginados nos
pulmões, baço e fígado.21 Várias horas após o exercício ocor-
re um segundo pico de neutrofilia, consequente à mobilização
de células da medula óssea em resposta à elevação das
concentrações plasmáticas de cortisol.22 O retorno dessas
células à linha de defesa leva cerca de 24 horas, após a
realização do esforço físico.21 A neutrofilia mantida por 48
horas ou mais, observada no presente trabalho, demonstra-
nos que o esforço físico realizado, apesar de agudo, foi de
uma dimensão no mínimo moderada, pois, em relação à res-
posta funcional ao exercício, o trabalho moderado associa-
se a aumento de função do neutrófilo.23 O exercício de máxi-
ma intensidade está associado a diminuição funcional da
maioria das atividades de neutrófilos. No entanto, a evidên-
cia de que o exercício progressivo até a exaustão aumenta a
capacidade fagocítica, associada ao achado de aumento de
atividade de elastase no plasma, indicando degranulação,
sugere que a supressão relatada de funções neutrofílicas
possa estar relacionada a um período refratário pós-exercí-
cio.24 A normalização neutrofílica ocorrida anteriormente ao
período de 48 horas, como foi observada junto aos animais
submetidos à crioimersão corporal imediata ao esforço físi-
co, pode ser considerada como um fator benéfico mediante
a fragilidade imunológica em que se encontram os organis-
mos submetidos à realização de esforço físico de dimen-
sões moderadas a exaustivas.
A linfopenia decorrente do esforço físico observada
neste estudo, segundo outros estudos, é causada pela alta
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concentração de cortisol, hormônio de crescimento e
catecolamina no plasma. A concentração de linfócitos tende
a normalizar-se aos níveis basais, cerca de 24 horas após a
realização do esforço físico, dependendo da relação entre os
parâmetros de intensidade, duração e frequência do esforço
físico realizado.21 Com relação à capacidade funcional, é rela-
tada diminuição da proliferação linfocitária após exercícios
de alta intensidade, persistindo esta resposta por várias ho-
ras após uma maratona.25 A inibição da proliferação linfocitária
é decorrente, principalmente, da ação da epinefrina e do
cortisol, como foi observado que, mediante a administração
de epinefrina in vivo está associada à redução de responsi-
vidade de linfócitos a mitógenos. In vitro, a estimulação de
receptores  β2-adrenérgicos por epinefrina pode inibir a pro-
liferação linfocitária,26 a secreção de IL-2 e a expressão de
receptores para IL-2.27  O cortisol também parece inibir a pro-
liferação por ação direta na célula e por inibição da produção
de IL-2.28,29 Assim como se observou neste estudo em rela-
ção aos neutrófilos, a normalização linfocitária ocorrida em
24 horas nos animais submetidos à crioimersão corporal ime-
diata ao esforço físico apresenta-se como uma importante
alternativa terapêutica em busca no estado homeostásico,
diferentemente do ocorrido naqueles não submetidos a este
procedimento térmico, os quais apresentaram uma linfopenia
permanente por 48 horas ou mais.
As evidências disponíveis demonstram que o esforço
físico tem efeitos modulatórios importantes sobre a dinâmi-
ca de células do sistema imune e, possivelmente, sobre sua
função. Os fatores neuroendócrinos que atuam na redis–
tribuição de células e na liberação de citocinas em resposta
ao exercício físico parecem também mediar a relação entre o
sistema imunológico e o esforço físico. Porém, os meca-
nismos desta relação ainda não estão totalmente elucidados,
incluindo-se o padrão da resposta imunológica do exercício
agudo.32
Um fator a ser considerado como facilitador da desis-
tência da prática esportiva, ou mesmo da queda no desempe-
nho físico após exercício vigoroso, é o conjunto de altera-
ções no sistema imune que podem ser desencadeadas por
sessões agudas de exercícios.33 Embora os resultados obti-
dos neste estudo sejam relevantes por serem aparentemente
favoráveis para a minimização do estresse orgânico causado
pelo esforço físico agudo, é necessário que os mecanismos
determinantes desta normalização leucocitária mediante a
crioimersão corporal sejam devidamente esclarecidos em es-
tudos posteriores.
Conclusão
A crioimersão corporal em água a 10°C por 10 minutos
imediatamente após o esforço físico agudo com intensidade
alta pode vir a ser uma importante conduta terapêutica, pois
provoca uma normalização neutrofílica e linfocítica no perío-
do em torno de 24 horas.
Abstract
Systemic stress induced by exercise increases bioactive substances
in plasma which leads to neutrophilic mobilization. Cryotherapy
causes a decrease in the inflammatory reaction and attenuates
high blood perfusion after exercise. The objective of this work was
to analyze the influence of cold water immersion (CWI) after acute
exercise on neutrophil and lymphocyte mobilization. A control group
of rats (AI) was kept at rest and a second group (AII) was submitted
to CWI at 10º C for 10 minutes. The animals of Groups BI, BII,
BIII and BIV were submitted to acute exercise which consisted in
swimming in water at 31º C for 100 minutes with a load equivalent
to 5% of the body weight. Groups CI, CII, CIII and CIV were
submitted to CWI immediately after acute exercise. The animals
were sacrificed at 6 (I), 12 (II), 24 (III) and 48 (IV) hours after the
exercise and neutrophil and lymphocyte cells were counted for all
groups by optic microscopy. The Student t-test was used for
statistical analysis with a significance level of p< 0.05. A significant
increase in the number of neutrophils was observed in Groups
AII, BI, BII, BIII, BIV, CI, CII and CIII compared to AI. The
neutrophil count of the CIV Group was similar to the Control
Group. There was a significant drop in the number of lymphocytes
in Groups BII, BIII, BIV, CI and CII when compared to Group AI.
The lymphocyte count of Groups AII, BI, CIII and CIV were simi-
lar to the Control Group. The changes in neutrophil and lymphocyte
counts caused by acute exercise were reverted to normal at 24
hours by cold water immersion. Rev. Bras. Hematol. Hemoter.
2008;30(6):470-474.
Key words: Exercise; neutrophils; lymphocytes; hypothermia and
cold water immersion.
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